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高效液相色谱-串联质谱联用法与高效液相色谱
法同步测定白玉菇麦角固醇和VD2方法比较
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（1.暨南大学生命科学技术学院，广东 广州 510632；2.北京食品科学研究院，北京 100068）

摘  要：建立高效液相色谱-串联质谱（high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry，HPLC-
MS/MS）联用法与HPLC法同步检测白玉菇样品中麦角固醇和VD2含量方法，经方法学评价确定两种检测方法的线

性范围、灵敏度与精确性。通过对经醇碱皂化回流法提取样品中麦角固醇和VD2的分析验证，阐述两种检测方法的

差异性，为白玉菇有效生物活性成分与相关产品的质量检测和对白玉菇中麦角固醇与VD2之间转化关系的研究提供

技术支持。HPLC-MS/MS法中，采用色谱分离柱Agilent SB-C8 Rapid Res柱（2.1 mm×50 mm，3.5 µm）及在优化的色

谱条件下，麦角固醇与VD2之间色谱峰保留时间分别为4.303 min和4.22 min。电喷雾离子源正离子模式下采用多反应

选择离子监测模式，分别选择m/z 379.3/125.3与m/z 397.3/125.3离子对麦角固醇与VD2进行定量，结果表明麦角固

醇在0.15～6 mg/L、VD2在0.01～1 mg/L范围内与峰面积线性关系良好，平均加标回收率分别为93.51%、90.56%，

日内和日间相对标准偏差均小于7%。HPLC法采用COSMOSIL Column 5C18-MS-II（4.6 mm×250 mm，5 µm）

柱分离体系，麦角固醇和VD2色谱峰保留时间分别为12.891 min和9.919 min，方法学评价结果显示，麦角固醇在 

15～750 mg/L、VD2在0.5～50 mg/L范围内与峰面积线性关系良好，两者的平均回收率分别为98.51%、94.05%，日

内和日间相对标准偏差均小于1%。采集的样品采用HPLC-MS/MS联用法和HPLC法分别检测实验结果有一定的差

异，与HPLC法相比，HPLC-MS/MS联用法具有快速检测时间短、检出限低、更灵敏的优势。
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Comparison of HPLC-MS/MS and HPLC for the Synchronous Determination of Ergosterol and VD2 in  

White Hypsizygus marmoreus
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Abstract: A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method and a high 
performance liquid chromatography (HPLC) method were established to simultaneously detect the contents of ergosterol 
and VD2 in white Hypsizygus marmoreus and methodological evaluation was performed to determine the linearity range, 
sensitivity and accuracy of the two detection methods under optimized detection parameters. The differences between the 
two detection methods in qualitative and quantitative analysis of ergosterol and VD2 extracted from samples by alcohol-alkali  
saponification reflux method were verified in order to provide technical support for the detection of effective bioactive 
components and the study of the conversion between ergosterol and VD2 in white H. marmoreus. In the HPLC-MS/MS 
method, the chromatographic peak retention times of ergosterol and VD2 were 4.303 min and 4.22 min, respectively, under 
optimized chromatographic conditions using Agilent SB-C8 Rapid Res column (2.1 mm × 50 mm, 3.5 µm) as the separation 
column. Ergosterol and VD2 were quantified by selecting m/z 379.3/125.3 and 397.3/125.3 as ion pairs under the multi-reaction 
monitoring (MRM) mode using an electrospray ionization (ESI) source operating in the positive ion mode. The results 
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showed that the concentration and peak area presented a good linear relationship for ergosterol and VD2 in the range of  
0.15–6 mg/L and 0.01–1 mg/L, respectively. The average recoveries of ergosterol and VD2 from spiked samples were 93.51% 
and 90.56%, respectively, and the relative standard deviations (RSDs) of intra-day and inter-day differences were both less 
than 7%. In the HPLC method, the peak retention times of ergosterol and VD2 were 12.891 min and 9.919 min, respectively, 
under optimized separation conditions on a COSMOSIL 5C18-MS-II column (4.6 mm × 250 mm, 5 µm) . The methodology 
evaluation results of HPLC showed a good linear relationship between concentration and peak area for ergosterol and VD2 in 
the range of 15–750 and  0.5–50 mg/L, respectively. The average recoveries of ergosterol and VD2 from spiked samples were 
98.51% and 94.05%, respectively, and the RSDs of intraday and inter-day differences were lower than 1%. Some differences 
existed between the two methods. Compared with HPLC, the HPLC-MS/MS method established in this research exhibited 
the advantages of short detection time, low detection limit and high sensitivity. 
Keywords: liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS); high performance liquid chromatography 
(HPLC); ergosterol; VD2; synchronous detection; white Hypsizygus marmoreus
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白玉菇又称白玉蕈、白色真姬菇（white Hypsizigus 

marmoreus），是真姬菇（H. marmoreus）的一个白色

变种，隶属担子菌亚门（Basidiomycotina），层菌纲

（Hymenomycetes），伞菌目（Agaicales），白蘑科

（Tricholomataceae），玉蕈属（Hypsizigus），菇体洁

白清亮，质地紧密脆嫩，口感滑腻鲜美，是一种深受全

世界消费者喜爱的上乘山珍，享有食用菌中的“金枝玉

叶”的美称[1]。麦角固醇（又称麦角甾醇）是白玉菇中

重要的生物活性物质，其化学名称为24β-甲基胆固醇-5,7

烯-3β-羟基（图1A），具有与膜结合酶的活性，对确保

膜结构的完整性、流动性、细胞活力、物质运输等方面

起着重要作用，还是一种重要的化工原料，可用于“可

的松”、“黄体酮”等药物的生产[2]。

研究[3-5]发现麦角固醇对肿瘤细胞的生长具有显著的

抑制作用，可作为有效的抗癌物质。此外，麦角固醇还

是VD2的前体化合物，在受到紫外光照射时，分子中一个

碳环发生断裂，转化为VD2
[6-8]。VD2又称麦角钙化甾醇，

化学名称为9,10-开环麦角甾-5,7,10(19),22-四烯-3β-醇，

化学结构式如图1B所示，是麦角固醇的同分异构体，能

调控钙、磷代谢和骨稳态，促进孕妇和老年人对钙磷的

吸收[9-11]，影响细胞的增殖分化[12-13]，对调节生命代谢功

能有重要作用。
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图 1 麦角固醇（A）和VD2（B）结构式

Fig. 1 Chemical structures of ergosterol (A) and VD2 (B)

麦角固醇的检测方法主要有紫外分光光度法 

法[14-16]、薄层色谱扫描法[17-18]、高效液相色谱-串联质谱

（high performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry，HPLC-MS/MS）[19-21]法和气相色谱法[22-23]

等，VD2常采用HPLC法[24-26]。文献报道的方法均为麦角

固醇或VD2单一组分的测定，如研究者[27-29]分别用HPLC
和气相色谱法分析栽培蘑菇中VD2和麦角固醇的含量，发

现栽培蘑菇中都含有丰富的麦角固醇，却几乎没有VD2。

麦角固醇和VD2之间特殊的光转化关系导致食用菌中两者
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的含量存在动态变化，建立同步定量检测麦角固醇和VD2

的分析方法对白玉菇中有效成分的质量控制及食用菌相

关新产品的研发具有重要的意义。基于HPLC-MS/MS高

效分离能力、高分辨率和高灵敏度技术优势[30-31]，本研究

通过两种方法中检测条件的优化与方法学评价，旨在建

立HPLC-MS/MS法快速准确同步检测白玉菇中麦角固醇

与VD2的检测方法，为食用菌新产品研发与质量标准完善

提供理论依据与技术方法，对于开展同分异构体的同步

检测具有重要现实意义与理论价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜白玉菇（市售），经干燥、研磨成粉末状后备

用；麦角固醇、VD2标准品（纯度＞98%） 美国Sigma

公司；氢氧化钠、无水乙醇、石油醚（均为分析纯） 

广州化学试剂厂；甲醇（色谱纯） 天津市科密欧化学

试剂有限公司；超纯水（18.2 MΩ/cm） 美国Thermo 

Scientific公司。

1.2 仪器与设备

ABI4000 Q TRAP型HPLC-MS/MS联用仪 美国应

用生物系统公司；1100 HPLC仪（配二极管阵列检测器及

数据分析平台） 美国Agilent公司；超纯水仪 美国 

Thermo Scientific公司；烘箱 上海福玛实验设备有限 

公司；旋转蒸发器  上海亚荣生化仪器厂；SHZ-D

（III）循环水式真空泵  巩义市予华仪器有限责任 

公司；CP224C电子天平 奥豪斯仪器有限公司；电热

恒温水浴锅 上海一恒科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 两种方法检测条件

HPLC-MS/MS联用法：电喷雾离子源正离子检测方式

下采用多反应选择离子监测（multi-reaction monitoring，

MRM）模式进行二级质谱分析。色谱柱：Agilent SB-C8  

Rapid Res长柱（2.1 mm×100 mm，3.5 µm）和Agilent  

SB-C8 Rapid Res短柱（2.1 mm×50 mm，3.5 µm）；流速：

500 µL/min（50 mm C8）、250 µL/min（100 mm C8）；流

动相：100%甲醇；柱温：22 ℃；进样量：5 µL/min；离子

源参数：雾化气压力310.3 kPa，辅助气压力413.7 kPa；气

帘气压力137.9 kPa；离子源温度500 ℃，离子源喷雾流速

5 L/min。

H P L C法：C O S M O S I L C o l u m n  5 C 1 8- M S - I I

（4.6 mm×250 mm，5 µm）；柱温30 ℃；流动相100%

甲醇；流速1 mL/min；检测波长270 nm；进样量10 µL；

运行时间15 min。

1.3.2 标准曲线的绘制

精密称取麦角固醇标准品3 0 . 0 0  m g，V D 2标准

品10 .00  mg，分别置于10  mL容量瓶中，加入无水

乙醇溶解并定容、摇匀，即得麦角固醇质量浓度为 

3 mg /mL、VD2质量浓度为1 mg /mL的标准品储备母

液。将母液用无水乙醇依次稀释配制成HPLC-MS/MS
联用法和HPLC法所需质量浓度的混合标准溶液。以

麦角固醇及VD2标准品质量浓度为横坐标，峰面积为纵

坐标，绘制标准曲线。

1.3.3 供试品溶液的制备

取市售鲜白玉菇子实体适量，烘干，研碎，取1 g
干粉置于磨口烧瓶，加40 g/L的NaOH溶液25 mL，再加

入50 mL无水乙醇，在85 ℃水浴中皂化回流90 min。皂

化完毕，滤纸过滤皂化液，冷却至室温，加25 mL石油

醚，充分振荡15 min，静置分层。上层无色萃取液用旋

转蒸发仪45 ℃时蒸去石油醚，蒸干后样品用无水乙醇定

容到10 mL容量瓶，供试品溶液测定前用0.45 μm微孔滤膜

过滤。

1.3.4 样品中麦角固醇、VD2含量的计算

/ mg/g
W1

C1 V1 N1
 （1）

VD2 / µg/g
W2

C2 V2 N2  （2）

式中：C1、C2分别为麦角固醇、VD2质量浓度；V1、

V2分别为麦角固醇、VD2的定容体积；N1、N2分别为麦角

固醇、VD2的稀释倍数；W1、W2分别为麦角固醇、VD2萃

取时样品的干质量。

1.4 统计分析

采用SPSS 19软件进行数据统计分析，采用Excel软件

进行图表绘制。

2 结果与分析

2.1 HPLC-MS/MS联用法检测条件的优化

2.1.1 色谱柱的选择

不同色谱柱柱长可能会影响混合物组分的分离效

果和分离时间 [32]，研究Agilent SB-C8 Rapid Res长柱

（2.1 mm×100 mm，3.5 µm）和Agilent SB-C8 Rapid Res
短柱（2.1 mm×50 mm，3.5 µm）对白玉菇样品中麦角

固醇和VD2的分离情况，结果如图2、3所示。比较样品

MRM色谱图发现，C8短柱与C8长柱均能获得良好的分

离度和色谱峰形，色谱峰窄且尖锐，C8短柱的响应信号

较C8长柱稍弱，但与长柱相比，仅需4.5 min左右即可
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实现对两种组分的快速分离，基于此，后续实验选用

50 mm C8柱进行同步检测。
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图 2 100 mm C8柱中麦角固醇（A）和VD2（B）的分离MRM色谱图

Fig. 2 MRM chromatograms of ergosterol (A) and VD2 (B) on  

100 mm long C8 column
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图 3 50 mm C8柱中麦角固醇（A）和VD2（B）的分离MRM色谱图

Fig. 3 MRM chromatograms of ergosterol (A) and VD2 (B) on  

50 mm long C8 column

2.1.2 质谱分析参数优化

采用电喷雾离子源正离子模式对麦角固醇和VD2标准

品进行全波扫描，确定麦角固醇和VD2母离子参数，调整

气帘气电压、雾化气流速、辅助气压力、离子源温度等

参数，降低噪音，提高母离子稳定性和响应信号，优化

锥孔电压、碰撞电压、摄入电压及碰撞室射出电压等参

数（表1），MRM模式下进行质谱分析。

表 1 麦角固醇及VD2的质谱分析参数

Table 1 Mass spectrometric parameters of ergosterol and VD2

参数 VD2 麦角固醇

锥孔电压/V 80 40
摄入电压/V 10 10
碰撞电压/V 18 22

碰撞室射出电压/V 6 8
离子的驻留时间/ms 200 200

在一级质谱图中从特征母离子中选择适宜的子离子，

根据MRM模式下进行二级质谱分析，使母离子的响应信

号降低，子离子的响应信号增强，结果如图4、5所示。 
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图 4 麦角固醇的一级（A）、二级（B）质谱子离子扫描图

Fig. 4 Mass spectrum (A) and tandem mass spectrum (B) of ergosterol
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Fig. 5 Mass spectrum (A) and tandem mass spectrum (B) of VD2
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2.1.3 定量离子对的选择
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A. VD2 m/z 397.3/125.3；B. VD2 m/z 397.3/271.3；C.麦
角固醇m /z  379.3 /125.3；D.麦角固醇m /z  379.3 /253.3。

图 6 不同离子对VD2和麦角固醇的分离MRM色谱图

Fig. 6 MRM chromatograms of VD2 and ergosterol with  

different ion pairs

麦角固醇与VD分子结构中多为烷烃和烯烃的组合

（图1），轰击产生的离子碎片较多，且难发现明显的

特征离子对。麦角固醇与VD2在MS1＋扫描中主要生成

[M＋H－H2O]＋准分子离子峰m/z 379.3（图4A）与397.3
（图5A），对两者进行MS2＋扫描，生成信号较高的

主要碎片离子，如麦角固醇二级特征离子m/z为125.3、
253.3（图4B）、VD2的二级特征离子m/z 125.3、271.3 
（图5B）。实验表明，如果选用m/z 69.2、107.2等低质

量端的离子容易产生干扰，通常选择丰度较高且干扰小

的离子作为特征离子，两种物质二级质谱图中含有相同

的特征离子m/z 125.3，推测为同一烯烃碎片离子C9H17
＋，可

作为同步检测麦角固醇与VD2定性定量依据。

从图6可知，选用不同离子对计算出来的麦角固醇与

VD2含量并无显著差异，选用m/z 397.3/271.3离子对定量

VD2时MRM色谱图的杂峰比选用m/z 397.3/125.3多，导致

基线极不平稳，选择m/z 397.3/125.3作为VD2定量离子对，

m/z 379.3/125.3作为麦角固醇定量离子对，通过组内、组间

方差分析，研究结果并无显著差异（表2、3）。

表 2 离子对的选择对VD2和麦角固醇测定结果的影响

Table 2 Effect of different ion pairs on VD2 and ergosterol contents 

离子对（m/z） 待测物含量/mg
平均值

显著性
（0.05）1 2 3

VD2
397.3/125.3 0.033 0.030 0.035 0.033

不显著397.3/271.3 0.028 0.026 0.030 0.028
麦角
固醇

379.3/125.3 2.015 2.180 2.224 2.139
不显著

379.3/253.3 2.103 2.198 2.225 2.176

表 3 方差分析结果

Table 3 Results of analysis of variance

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性
（0.05）

VD2

组间 0.000 03 1 0.000 03 6.322 58 0.065 74 不显著

组内 0.000 02 4 5.166 67
总变异 0.000 05 5

麦角
固醇

组间 0.001 96 1 0.001 96 0.240 94 0.649 24 不显著

组内 0.032 56 4 0.008 14
总变异 0.034 52 5

2.2 HPLC法检测条件的优化

2.2.1 流动相流速选择

柱效是柱中流动相线性流速的函数，不同的流速可

得到不同的柱效。对于特定的色谱柱，要获得最佳柱效

需采用最佳流速。流动相流速研究结果如表4、5所示。

表 4 麦角固醇/VD2混合标准品在不同流动相配比下的保留时间、 

响应信号和峰面积

Table 4 Retention time, response signal and peak area of ergosterol/
VD2 mixed standard solution at different mobile phase compositions

甲醇-水
保留时间/min 响应信号/mAU 峰面积

麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2

937 15.132 11.638 113.667 8.891 2 915.24 202.056
973 13.716 10.506 119.194 9.811 2 904.21 196.256

1000 12.891 9.919 126.126 10.456 2 925.08 210.906

由表4可知，随着甲醇比例的增加，保留时间随之缩

短，信号响应值随之增加，峰面积基本接近，选用100%甲醇

作为流动相，保留时间短，响应信号值高，分离效果较好。

表 5 麦角固醇/VD2混合标准品在不同流速下的保留时间、 

响应信号和峰面积

Table 5 Retention time, response signal and peak area of the 

ergosterol/VD2 mixed standard solution at different flow rates

流速/
（mL/min）

保留时间/min 响应信号/mAU 峰面积

麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2

0.8 16.095 12.377 131.317 11.129 3 670.68 246.655
1.0 12.891 9.919 126.126 10.456 2 925.08 210.906

1.2 10.760 8.289 121.004 10.571 2 406.12 128.202
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由表5可知，流速为0.8 mL/min时，保留时间较长；流

速为1.2 mL/min时，标准品的峰面积相对较低，流动相流

速选取为1 mL/min时，标准品的保留时间和峰面积适中。

2.2.2 柱温的选择

表 6 麦角固醇/VD2混合标准品在不同柱温下的保留时间、 

响应信号和峰面积

Table 6 Retention time, response signal and peak area of the 

ergosterol/VD2 mixed standard solution at different column temperatures

柱温/℃
保留时间/min 响应信号/mAU 峰面积

麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2

25 13.542 10.241 117.870 10.443 2 915.34 205.347
30 12.891 9.919 126.126 10.456 2 925.08 210.906
35 12.396 9.687 134.713 11.421 2 864.84 208.492

从表6可知，随着柱温的升高，麦角固醇和VD2的保

留时间与响应信号略有变化，柱温选择30 ℃时麦角固醇

和VD2的峰面积较高。

HPLC条件优化为波长270 nm、100%甲醇、柱温

30 ℃、流速1 mL/min、进样量10 μL时，麦角固醇和VD2

单标与混标保留时间都如图7所示，色图谱基线平稳，峰

形尖锐对称，主峰与其他色谱峰实现较好分离，所有样

品在15 min内检测完毕。

0 2 4 6 8 10 12 14 16

/min

VD2
A

0 2 4 6 8 10 12 14 16

/min

2

1

B
VD2

VD2

1.条件优化前；2.条件优化后。

图 7 麦角固醇、VD2单标（A）和混合标准溶液（B）HPLC谱图

Fig. 7 HPLC chromatograms of VD2, ergosterol standards (A) and 

mixed standard (B)

2.3 两种同步检测方法学的评价

2.3.1 线性方程、检出限与定量限

一定范围浓度的麦角固醇和VD2标准溶液采用优化

检测条件下建立的HPLC-MS/MS联用法及HPLC法进行测

定，并进行线性回归，按3 倍信噪比和10 倍信噪比计算

方法分别确定检出限和定量限，参数与结果见表7。

表 7 HPLC-MS/MS及HPLC方法的线性回归参数

Table 7 Overview of the linearity data obtained by HPLC-MS/MS and 

HPLC

标准品 回归参数 HPLC-MS/MS HPLC

麦角
固醇

回归方程 y = 702x＋4.64×104 y = 8.545 5x－45.124
相关系数（R2） 0.994 7 0.999 7

线性范围/（mg/L） 0.15～6 15～750
检出限/（µg/L） 1.330 1.983
定量限/（µg/L） 4.389 6.544

目标物保留时间/min 4.303 12.891

VD2

回归方程 y = 889x＋4.56×104 y = 19.441x＋0.089 7
相关系数（R2） 0.993 5 0.999 7

线性范围/（mg/L） 0.01～1 0.5～50
检出限/（µg/L） 0.061 0.148 0
定量限/（µg/L） 0.201 0.488

目标物保留时间/min 4.220 9.919

如表7所示，HPLC-MS/MS联用法中，在质量浓度

0.15～6 mg/L与0.01～1 mg/L范围内，标准品麦角固醇与

VD2浓度均与峰面积呈现良好的线性关系；HPLC法中，

标准品麦角固醇质量浓度在15～750 mg/L与VD2质量浓度

在0.5～50 mg/L范围内，均与峰面积呈现良好的线性关

系。与HPLC法相比，HPLC-MS/MS联用法检出限、定量

限与检测时间均低于HPLC法。

2.3.2 重复性评价

同一混标样品取3 份精密称定1 g，制备样品溶液。

用两种检测方法分别测定VD2和麦角固醇含量，记录峰面

积积分值，按照各自的标准方程计算含量及其相对标准

偏差（relative standard deviation，RSD）值，结果如表8
所示，数据表明两种检测方法具有良好的重复性，但对

于低浓度的VD2检测，HPLC法缺乏有效性。

表 8 HPLC-MS/MS及HPLC方法的重复性实验结果

Table 8 Results of repeatability obtained by HPLC-MS/MS and HPLC

检测方法
样品溶液
重复进样

麦角固醇
含量/（mg/g）

VD2含量/
（mg/g）

HPLC-MS/MS

1 2.015 0.033
2 2.180 0.030
3 2.224 0.035

平均值 2.139 0.033
RSD/% 5.150 7.270

HPLC

1 4.097 —
2 4.100 —
3 3.955 —

平均值 4.050 —
RSD/% 2.050 —

注：—.未检出。下同。

2.3.3 加标回收率与仪器精密度

分别精确称定1 g已知VD2和麦角固醇含量的样品3 份
准确加入一定量的VD2和麦角固醇标准品，按照样品处理

方法制备样品溶液。用两种检测方法分别测定VD2和麦

角固醇含量，按外标法以峰面积计算含量，结果如表9所
示。两种检测方法RSD低于均低于6%。 
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表 9 HPLC-MS/MS的VD2回收率实验结果（n=3）

Table 9 Recovery of VD2 by HPLC-MS/MS (n = 3)

方法 物质 序号 样品含量
标准品
加入量

测得量 回收率/% 平均
回收率/% RSD/%

HPLC-MS/MS

VD2/µg
1 33.00 10.00 42.00 90.00

90.56 4.632 33.00 15.00 46.00 86.67
3 33.00 20.00 52.00 95.00

麦角
固醇/mg

1 2.139 0.40 2.535 99.00

93.51 5.102 2.139 1.00 3.043 90.40

3 2.139 1.70 3.688 91.12

HPLC

VD2/μg

1 — 10.00 9.376 93.76

94.05 0.602 — 20.00 18.939 94.70

3 — 30.00 28.106 93.69 

麦角
固醇/mg

1 4.050 0.50 4.546 99.20
98.51 0.632 4.050 1.00 5.030 98.00

3 4.050 1.50 5.525 98.33

2.3.4 日内和日间精密度实验结果

配制高中低麦角固醇和VD2标准品溶液，每天进样

3 次连续测定3 d，记录麦角固醇和VD2的峰面积积分值，

计算各自峰面积的RSD计算日间和日内差异，结果如 

表10所示。

表 10 HPLC-MS/MS及HPLC方法的日内和日间精密度实验结果

Table 10 Results of intra-day and inter-day precision obtained by 

HPLC-MS/MS and HPLC

检测方法
标准品质量浓度/（mg/L）

（麦角固醇/VD2）

日内RSD/%（n=3） 日间RSD/%（n=3）
麦角固醇 VD2 麦角固醇 VD2

HPLC-
MS/MS

0.030/0.010 0.61 6.71 2.56 4.53
0.600/0.200 2.32 2.33 3.87 3.57

3.000/1.000 2.50 0.54 2.50 1.67

HPLC

600/40.0 0.17 0.09 0.14 0.11

300/10.0 0.42 0.40 0.29 0.28

75.0/1.0 0.16 0.28 0.90 0.16

由表10可见，较高质量浓度范围内，HPLC法日内

和日间精密度较高，RSD均低于1%，低质量浓度的检测

HPLC-MS/MS联用法更具优势，低、中、高3 个水平的

麦角固醇和VD2标准品日内和日间精密度实验结果的RSD
均低于7%，表明两种方法精密度良好。

2.4 样品检测与系统适应性
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图 8 白玉菇样品中VD2和麦角固醇HPLC色谱图

Fig. 8 Chromatograms of VD2 and ergosterol in white  

H. marmoreus sample

从图8可知，麦角固醇与VD2分别在12.701 min与

9.828 min出峰，峰后有少量杂峰但不影响麦角固醇与

VD2的定性与定量分析。

白玉菇样品中麦角固醇和VD2 MRM色谱图如图9所
示，供试品溶液中虽有微量的杂质峰干扰，但对样品测

定无影响，建立的两种检测方法专属特异性强系统适应

性好。
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图 9 白玉菇样品中麦角固醇（A）和VD2（B）MRM色谱图

Fig. 9 MRM chromatogram of ergosterol (A) and VD2 (B) in white  

H. marmoreus sample

市售3 种不同厂家的白玉菇样品采用上述两种方法

测定，白玉菇中麦角固醇和VD2的含量结果见表11。

表 11 不同厂家市售白玉菇中麦角固醇和VD2两种检测方法 

测定结果比较（n=3）

Table 11 Comparison of results obtained for determination of 

ergosterol and VD2 by HPLC-MS/MS and HPLC in commercially 

available white H. marmoreus from different manufacturers (n = 3)

检测方法 市售白玉菇 麦角固醇含量/（mg/g） VD2含量/（mg/g）

HPLC-MS/MS联
用

样品1 2.139±0.11 0.033±0.002
样品2 1.732±0.05 0.019±0.003
样品3 1.552±0.183 0.027±0.003

HPLC
样品1 4.050±0.083 —
样品2 3.716±0.106 —
样品3 3.516±0.094 —

注：—.未检出。

市售白玉菇样品检测结果（表11）可知：HPLC-MS/MS 
法可以有效检测麦角固醇与微量的VD2；HPLC法仅能测

定麦角固醇含量，含量高于HPLC-MS/MS法，且无法检

测出白玉菇样品中微量的VD2含量，两种方法的检测结

果存在一定的差异性，从测定原理看，HPLC-MS/MS是
采用HPLC系统将物质分开后，经质谱检测系统，使各组

分电离成不同m/z的离子，通过分析离子化样品的m/z实
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现对被测化合物定性定量分析；HPLC是一种以液体为

流动相的色谱系统，待测样品随流动相进入装有固定相

的色谱柱，在柱内利用液-液分配或吸附作用实现待测

组分的分离进入二极管阵列检测器检测，以标准物质的

HPLC色谱和保留时间定性，峰面积定量。研究结果与

测定效率表明，HPLC-MS/MS高分辨率与高灵敏度和定

性定量能力，与HPLC法相比，具有更低的检出限，更

短的检测时间。

3 结 论

本实验建立HPLC-MS/MS与HPLC两种同步检测白玉

菇样品中麦角固醇和VD2含量方法与方法学评价，通过对

市售白玉菇样品中麦角固醇和VD2含量进行检测与系统适

应性分析，对比两种方法检测的差异性。HPLC-MS/MS
方法则具有更高分离和定性定量的能力，在检测过程中

可以锁定目标离子，排除存在杂质的离子干扰，灵敏度

和准确度更高。两种方法都可用于麦角固醇和VD2的同步

定量测定，在相应的线性浓度范围内，与HPLC法相比，

HPLC-MS/MS法检测麦角固醇和VD2的线性范围、检出限

和定量限更低，分析时间更短灵敏更高，适用于痕量物质

的测定和同分异构体样品分析，为食用菌新产品研发与质

量标准完善提供理论依据与技术方法具有重要现实意义。
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